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UvoD

Fosfokreatin/kreatinkinasovy syst¢ém (PCr/CK systém) je vyznamnou soucasti
energetického metabolismu vSech excitabilnich bunc¢k a bunék s vysoce kolisavymi pozadavky
na dodavku energie. Jeho myofibrilarni uspotfaddani ptedstavuje vyhodny model pro studium
obecnych principa fizeni enzymatické reakce, nebot’ myofibrila je nejjednodussi subcelularni
strukturou, ktera si zachovava fyziologickou funkci svalové bunky — kontrakci, a zaroven

umoznuje studium Lohmanovy reakce na biochemické a molekularni trovni.

Studie energetického metabolismu svalu vedly k objeviim ATP a fosfokreatinu (PCr), ktery
byl poprvé nalezen ve svalové tkani pred 80 lety (Fiske a Subbarow 1927, Eggleton a Eggleton
1929). V té dobé PCr povazovan za bezprostiedni zdroj energie vyuZivany ke svalové kontrakci.
Kratce poté Lohman (1934) objevil enzym, dnes znamy pod nazvem kreatinkinasa, ktery
katalyzuje ptenos fosfatové skupiny z fosfokreatinu (PCr) na ADP a tim regeneruje ATP, v

obraceném sméru je kreatin (Cr) fosforylovan v piitomnosti ATP za vzniku PCr a ADP:
PCr+ ADP + oH" < ““— ATP + kreatin

O 50 let pozdgji bylo kvantitativnimi studiemi pomoci *'P nuklearni magnetické rezonance
(NMR) (Ackerman et al. 1980) prokazano, ze hladina ATP se v kontrahujicim svalu neméni,

protoZe je dopliovana $tépenim PCr.

Pro Lohamnovu reakci plati:

1)  Slouzi jako ,,pufr* koncentrace ATP v buiikach s intenzivnim a velmi proménnym obratem
(turnover) ATP

2)  Rychlosti reakce ve sméru zleva doprava (forvard, downstream) a zprava doleva (reverse,
upstream) jsou v klidovém stavu svalu stejné a tudiz reakce probiha blizko rovnovahy

3) Pozice této rovnovahy je zavisla na pH daného bunééného kompartmentu (Kushmerick

1998).



1.

Predkladana prace se zabyva dynamikou interakce cytosolické isoformy kreatinkinasy (MM-CK,
dale pouze CK) s M-linii sarkomery izolovanych myofibril, v souvislosti s vyznamem této
interakce pro fizeni CK reakce v bunice. Dale se zabyva energetickou charakteristikou CK
reakce, kvantifikaci jejich substratli za riznych experimentalnich stavli svalu a myofibril.

Soucasné prace sleduje vyznam prednostniho metabolického toku ATP mezi CK vazanou v M-

linii sarkomery a myosinovu ATPasou na struktute isolovanych myofibril.

Cile:

Zavedeni metodiky pro studium PCr/CK systému a energetického metabolismu kosterniho

svalu za riiznych experimentélnich podminek.

Evaluace specifické aktivity kreatinkinasy na permeabilizovanych vlaknech a isolovanych
myofibrilach na pozadi efektu prednostniho metabolického toku mezi CK vazanou v M-linii

sarkomery a myosinovou ATPasou.

Vyjadfeni rozdilu mezi metabolizovanym PCr a produkovanym ATP, ktery je méfitkem
prednostniho metabolického toku neboli ,,substrate channelling” mezi CK vazanou na
myofobrilach a myosinovou ATPasou; zjistit stupenn zavislosti ,,substrate channelling” na

hodnoté pH .

Charakteristika vazby CK s M-linii sarkomery isolovanych myofibril (i) v souvislosti s vlivem
substrati CK reakce, (i1) v zavislosti na zménach hodnoty pH ve fyziologickém rozsahu pfi

kontrakci a relaxaci.

Vysledky se tykaji obecnych regulacnich principi PCr/CK systému a mohou pfispét
k porozuméni nékterych adaptacnich strategii a patologickych procest, ke kterym dochazi
pti zasazeni energetického metabolismu vcetné tohoto systému; napi. ISCHS, myopatie,

Alzheimerova choroba a dalsi.

Disertani prace je prezentovana formou piehledu dosud ziskanych poznatkii, véetné
puvodnich praci autorky, které tvofi Ctyfi samostatné ptilohy. Zavére€né shrnuti rekapituluje

v bodech hlavni vysledky této prace.



1. Fyziologicky vyznam PCr/CK systému

Kompartmentalizace PCr/CK systému je charakteristicka pro zralé, vysoce organizované
buiikky obratlovcl a zvlasté savci, jako dusledek specializace mist produkce energie a jeji
spotfeby s ndslednou nutnosti pfenosu energie mezi témito dvéma misty. Toto usporadani
umoznuje plnit vysoké a velmi proménlivé naroky na transport a spotiebu energie bez velkych
vykyvi v koncentraci substrati a produktl (Saks a Ventura-Clapier 1992, Wallimann et al.
1992).

Isoenzymy CK jsou lokalizovany v energii transformujicich a energii utilizujicich oddilech
buiiky, kde jsou funkéné spojeny se syntézou ¢i spotiebou ATP. Tento zdroj energie pro veskeré
endergonické reakce zivociSnych organismt, je primarné produkovan dvéma zakladnimi
mechanismy: oxidativnim metabolismem v mitochondriich a anaerobnim metabolismem
glykolyzy. Oblasti produkce energie jsou tedy poc¢atkem PCr/CK systému, ktery zajiStuje pienos
vysokoenergetického fosfatu z téchto mist k mistim jeji spotfeby. Cilovym mistem ve svalové
buiice jsou tedy prislusné ATPasy, které umoznuji pfimo posuv kontraktilnich filament, a které
zajistuji vesSkeré energeticky narocné déje souvisejici se sprfazenim excitace a kontrakce nebo

relaxace (Bessman a Geiger 1981, Wallimann et al. 1992).

PCr/CK systém tak vytvari ,energeticky pufr®, ktery pieklenuje nahly pozadavek na
zvysenou spotiebu energie na zacatku vysokého vykonu. Fosfokreatin zde plisobi jako rezervoar
makroergniho fosfatu, ktery je okamzité dostupny k aerobni regeneraci ATP a je prednostné
vyuzivan (Mommaerts 1969). Zakladnim principem této koncepce je existence kreatinkinasové
reakce v rovnovazném stavu, kdy je K' = [ATP] x [Cr]/[ADP] x [PCr] rovno 166 pti pH 7.0,
38°C, [Mg®"1=10°M , a pom&r ATP/ADP v&tsi nez 100 (Lawson a Veech 1979, From et al.
1990).

Dalsi tloha PCr/CK systému je vytvafeni ,prostorového energetického pufru“, ktery
transportuje PCr usnadnénou difusi k mistiim jeho budouci spotieby (Meyer et al. 1984).
PCr/CK systém tak naplnuje pozadavky “systému metabolické kapacity” vyplyvajici z praci
Meyera (1988), ktery zahrnuje prostorovy i Casovy aspekt. Metabolickd kapacita PCr/CK
systému, umoznuje rovnomeérnou distribuci energie, 1 kdyZ je jeji produkce omezena jen na
nckterd mista v buiice (Mainwood a RakuSan 1982) a zaroven vysvétluje pokryti velmi ndhlych a

intenzivnich naroka na dodavku energie (Sweeney 1994).



Tteti uloha PCr/CK pufru je prevazné v zajisténi vhodnych lokalnich poméri ATP/ADP
v jednotlivych kompartmentech, kde je CK funk¢éné spojena s procesy vyuzivajicimi ATP.
Udrzovani vysokého poméru ATP/ADP v blizkosti ATPas, zvySuje termodynamickou ucinnost
hydrolyzy ATP a tim i schopnost buiiky vyuzit energii makroergnich vazeb (Kammermeier
1987). Stejny termodynamicky aspekt mé téz kretinkinasova reakce v misté syntézy ATP, kde je
sniZzeni volné energie nutnym piedpokladem pro tuto reakci (Wallimann a Eppenberger 1985,

1990, Wallimann et al. 1989).

PCr/CK systém je citlivy sensor hladiny ADP jehoz rovnovazna konstanta pro ADP je
10-35 uM (Matthews 1982, Levin et al. 1990). Proto ma rozhodujici tlohu v udrzovani nizké
hladiny ADP zvlasté v prechodném obdobi, kdy spotteba energie prekracuje produkci. Systém
tak brani inhibici ATPas zvySenou koncentraci ADP, ktery je jejich Cistym kompetitivnim
inhibitorem. Disociacni konstanta ADP (pfi Stépeni ATP) je sice v kosternim svalu (170 uM)
zhruba tadove vyssi nez v srdeénim svalu (10 uM) (Siemankowski a White 1984, Sleep a Glyn
1986), ale jeho piimy inhibi¢ni efekt se projevuje v Sirokém rozsahu koncentrace (Cooke a Pate
1985). Je tedy mozné fici, Ze enzym, ktery kontroluje lokadlni hladinu ADP v oblasti
myosinovych hlav, bude urcujici pro modulaci kontraktilni aktivity. A to muze byt dalsi

vyznamnd tloha CK vazané na myofibrilach.

CK reakce vaze krom& ADP i protony (H'), produkované myosinovou ATPasou
(ATPasami obecn¢) pii kontrakci. To piinasi dal$i vyznam funkéniho spojeni CK systému
s ATPasami, ktery pfedchazi lokalnimu okyseleni zvlast¢ v pocatcich svalové prace nez se

aktivuje glykogenolysa.

Dalsi metabolickou funkci je uvolfiovani anorganického fosfatu (Pi) hydrolyzou PCer,
které tak zvySuje jeho hladinu v pribéhu kontrakce rychleji a tim zesiluje signdl pro aktivaci
glykogenolyzy a glykolyzy. Je to nepiimy regulacni efekt uplatitujici se u svalti zavislych na

glykolyze (Chasiotis et al. 1982).

PCr/CK systém reprezentuje uéinny regulator energetického toku a vyuziva pienosu
metabolitl k jemnému vyladéni lokalni hladiny ATP. Vyznam tohoto regulovaného okruhu,
ktery plsobi ve vysokych hladinach PCr a Cr a je citlivy viici ADP i AMP skrze adenylat

kinasovou reakci (Dzeja et al.1998), roste v pfipadé¢ vazného stresu jako je hypoxie nebo



ischémie. V tomto piipadé narist AMP aktivuje kompenzacni mechanismy pro zvyseni dodavky
energie a snizeni jeji spotfeby pifes AMP aktivovanou proteinkinasu (AMPK) a dalsi AMP
sensitivni komponenty (Pucar et al. 2004, Kahn et al. 2005). AMP je inhibitorem adenylatkinasy
a glukoneogenese (Yamada a Sugi 1989), a v piipad¢ ristu jeho koncentrace je konvertovano na
IMP a amoniové kationy pomoci AMPdeaminasy (Kushmerick a Davies 1969), ktera je vazana
po obou stranach A-pruhu (Cooper a Trinick 1984). Defosforylovany AMP 1 IMP bunka ztraci,
pomoci 5'nukleotidasy lokalizované na sarkolemé, v piipadé¢ jeji propustnosti (Bowditch et al.
1985, Jennings et al. 1981). Dulezitym piispévkem PCr/CK systému je tedy zabranéni ztraty

nukleotidd udrzovanim nizké hladiny ADP.

ICEU
Sarcolemma
K.sv channel T-tubule J‘\ e T
N ———— T T
Toa N\ v ;
%--"\. -‘-*'1:)“ Sarcoplasmic reticulum ’[ ]
ff P~ les ATR. Myofibrils
i F - e Wi
A \,‘ ':ct
=] <K S lanla
Mitochondrion o Al Lo
= =4 : a eay o
- \ N I
\ ay ey o

s N o )
P, / . To \\
ll LV S ‘:.‘“." '| ICEU
ATP i | WP ity N
\A i '
A\ . 3 l iy oA Moo I
N 1 £ \/ 5 A o Mler|
AK \ g - / o Peter] Mol
7 - AK - AK o] Meter| Pl
&.. == = AN
W\ ~ N e L"'Mw-“v‘v“«-- X - AAAANAA
‘"\Qﬂl\ phase [
S Sarcoplasmic reticulum
B T-tubule ) e
-
ICEU

Obr. 1 Kompartmentalizace PCr/CK systému a jeho funkéni spojeni s oxidativni fosoforylaci,
ATPasami a adenylatkinasovym (AK) systémem ve svalové buiice. Zelend kolecka oznacuji
lokalizaci kreatinkinasy (CK), ¢ervena kolecka ATPasy, fialové ovaly adenylatkinasy (AK).
Jejich substraty a produkty jsou oznaceny odpovidajicimi barvami. (Andrienko et al. 2003)



1.1 Energeticky metabolismus u CK deficientnich organismt

Vedle vyse popsaného PCr/CK systému, existuji dalsi dva komplementarni pienasece
makroergniho fosfatu; zminény systém adenylatkinasy (AK) a glykolytické enzymy, které
pracuji ruku v ruce s CK a AMPK jako energetickym sensorem (Ponticos et al. 1998, Dzeja a
Terzic 2003, Neumann et al. 2003, Kahn et al. 2005). Jeden z hlavnich vystupti ze studia
organismil s deleci genti pro AK1 a CK je zjisténi, ze glykolytické enzymy maji schopnost
zajistit sit’ pro dostatecny ptfenos a distribuci makroergniho fosfatu v buiice (Dzeja et al. 1998,
2004, Pucar et al. 2002, Janssen et al. 2003). Tento novy pohled na glykolyticky metabolismus
spole¢né s jeho vyhovujici prostorovou kapacitou ptenosu fosfatu (zvlasté glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenasu a fosfoglyceratkinasu) (From et al. 1986, Kingsley et al. 1987) ¢ini
glykolyzu rovnocennym partnerem CK a AK systémtim v siti bunééné distribuce energie (Dzeja

a Terzic 2003, Dzeja et al. 2004).

U CK -/- deficientnich mysi byla pozorovana vyraznd aktivace glykolyzy a snizeni
koncentrace anorganického fosfatu (Pi) (Van Deursen et al. 1993, Katz et al. 2003). Tudiz
v piipadé CK deficientniho svalu nema ani zvySena koncentrace Pi, ani koverze fosforylasy a na
fosforylasu b ulohu v aktivaci glykolyzy jak zdlraziovali autoti v 90-tych letech (Chasiotis et al.
1982, Chasiotis 1983). Zd4 se, ze majoritnim mechanismem zvySeni glykolyzy je AMP zavisla
aktivace fosforylasy b (Katz et al. 2003).

Dal8im vyznamnym adapta¢nim mechanismem na CK deficienci je zména prostorového
uspotfadani svalové bunky (Steeghs et al. 1997, Novotova et al. 2006). Byla popséna zvySena
mitochondrialni kapacita a prostorové preskupeni mitochondrii (Steeghs et al. 1998, Van
Deursen et al. 1993, Veksler et al. 1995). Téz dochazi k tranzici isoforem tézkych fetézch
myosinu u rychlych svalll ve sméru k pomalym isoformdm, u smiSenych svalii ke zménadm
neodchazi (Foley et al.1994, Steeghs et al. 1998). Zména kontraktility v n€kterych ptipadech
nebyla zaznamenana (Veld et al. 2006), u jinych experimentii byl prokazan vyrazny propad

kontraktilni funkce po nékolika pocate¢nich zasSkubech (Roman et al. 2002).

Nasledujici otazka se miZze tykat toho, jak funkéni spojeni CK a myosinové ATPasy
souvisi s kontraktilitou u normalnich zvitat. Jiz v r. 1953 Bolzer ukézal, ze PCr vyrazné zvySuje
efektivitu ATP, zvySuje silu kontrahujicich se vlaken a urychluje relaxaci. To znamend, ze
kontrakce potiebuje pouze malé mnozstvi adeninovych nukleotidii pevné vazanych na

kontraktilnim aparatu. Savabi et al. (1983) demonstrovali na izolovanych vldknech psoasu, Ze



ptitomnost malého mnozstvi ADP a 10 mM PCr produkovalo daleko rychlejsi a silngjsi

kontrakci a rychlejsi a kompletnéjsi relaxaci nez piitomnost 10 mM ATP.

1.2 Organizace PCt/CK systému ve svalové butice

1.2.1 Isoformy kreatinkinasy

U vysSich obratlovct se vyskytuje pét samostatné kodovanych isoforem CK, které se
skladaji z monomerti o molekulové hmotnosti zhruba 40000. Exprese jednotlivych isoenzymi je

tkanove specificka a CK isoformy se rovnéz lisi intracelularni lokalizaci.

Dvé cytosolické isoformy B-CK (brain) a M-CK (muscle) vytvaieji dimery (MM-, MB-,
BB-CK) o molekulové hmotnosti 80-86000 (Eppenberger et al. 1967). Zatimco MM-CK je
charakteristicka pro plné diferencovanou svalovou tkan, BB-CK se vyskytuje v mozku a tadé
dalSich tkani (Wallimann a Hemmer 1994). Bé¢hem diferenciace svalové tkané dochdzi k vymeéné

puvodni BB-CK ptes piechodny hybrid MB-CK za MM-CK homodimer (Trask et al. 1988).

Tti mitochondrialni isoformy jsou kédovany ttemi geny CKMT1A, CKMT1B a CKMT2,
avsak proteinovy produkt geniit CKMT1A, CKMTIB je shodny. Lisi se od sebe tedy proteiny
kodované CKMT1 a CKMT?2 izoelektrickym bodem a v literatufe jsou oznaCovany jako Mt,- a
Mt,- CK (index "a" oznacuje kyselou a index "b" zasaditou isoformu, Quemeneur et al. 1989).
Isoforma ,,a* je Casto oznacovana jako vSudypfitomna a isoforma ,b“ jako sarkomericka
specifickd pro sval. Isoenzymy Mt,- a Mt,- CK se nelisi pouze sekvencné, ale rovnéz tadou
biochemickych a biofyzikalnich parametri (Schlegel et al. 1988). Geny kodujici jednotlivé
isoformy CK a jejich lokalizace jsou uvedeny v tab.l a detailni informace o jednotlivych

isoformach jsou uvedeny v Ptiloze 1.

Pokusy s 2D elektroforézou a chromatofokusaci odhalily heterogenitu u B-CK 1 M-CK
(George et al. 1984). Pricinou existence jednotlivych enzymovych podtypi jsou alternativni
mista iniciace pii translaci (Soldati et al. 1990) a postransla¢ni fosforylace, prokazané u kufeci,
mysi a krysi B-CK (Hemmer et al. 1993). Tfi rizné podtypy M-CK, liSici se izoelektrickym
bodem (pl) byly detekovany u potkana pomoci 2D SDS-PAGE v oblasti mirné alkalického pH
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(7.17 - 7.48) (Malacova et al. 2004) zatimco u opice pl prechazi z kyselého do alkalického pH
(6.8-7.1) (Grossman a Mollo 1979).

CKB 14q32.32 kreatinkinasa, mozek

CKM 19q13.2-q13. kreatinkinasa, sval

CKMTIA 15q15 kreatinkinasa, mitochondrialni 1A
CKMTIB 15q15 kreatinkinasa, mitochondrialni 1B

CKMT2 5ql3.3 kreatinkinasa, mitochondridlni 2 (sarkomer:

Tab.1 Tabulka isoforem CK. Obsahuje oznaceni kodujiciho genu (1.sloupec),
lokalizaci genu na chromozomu (2.sloupec) a nazev isoformy (3. sloupec).
(http://www.genecards.org)

1.2.2 Lokalizace cytosolické isoformy MM-CK

Vétsina cytosolické M-CK miize byt u permeabilizovanych vldken odmyta roztokem
fyziologické iontové sily, ale zhruba 5-10% tohoto enzymu zistane specificky navdzano v M-
linii sarkomery (Turner et al. 1973, Wallimann et al. 1977). Dal$im mistem specifické vazby M-
CK je membrana sarkoplasmatického retikula, kde podporuje &innost ATPdependentni Ca*'-
pumpy a napomaha regulaci lokalniho poméru ATP/ADP (Rossi et al. 1990). Na sarkolem¢
vytvaii M-CK dal$i mikrokompartment s Na'/K™ ATPasou (Sharov et al. 1977). Na intaktnim
svalu byla identifikovana dal$i oblast slabé asociace M-CK v I-pruhu sarkomery, kterd byla pti
permeabilizaci vldken vzdy solubilizovdna. Zaroven zde byla potvrzena interakce CK s
adenylatkinasou a aldolasou, coz vede k piedstavé funkéniho spojeni PCr/CK systému

s glykolyzou prave v této oblasti (Wegmann et al. 1992).
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1.2.3 Lokalizace a funkce mitochondrialni isoformy CK

Primarni 1 tercidlni struktura mitochondialni CK (,CK) je v pribéhu fylogeneze vysoce
konzervativni (Ellington 2001) a byla nalezena jiz u prvoustych (Ellingtonn et al.1998), coz
sved¢i o jejim specifickém vyznamu. Oktamery ,CK se vyskytuji mezi vnitini a vnéjsi
mitochondridlni membranou a v prostoru krist (Wallimann et al. 1992, Schlattner a Wallimann
2000, Schlattner et al. 2004). Katalyzuje pifimou transfosforylaci mitochondriemi produkovaného
ATP a cytosolického kreatinu (Cr) na ADP a PCr. ADP vstupuje do prostoru matrix, aby
stimulovalo oxidativni fosforylaci, zatimco PCr opousti mitochondrie a vstupuje do cytosolu

jako primarni vysokoenergeticka fosforylovana komponenta (Jacobus a Leninger 1973).

Molekuldrni zaklad takto nasmérovaného metabolického toku vytvafi spojeni mezi
velkym mitochondridlnim oktamerem (Schlatner et al. 1998, Schlatner a Wallimann 2000) a
dvéma transmembranovymi proteiny, adenin nukleotidovym translokatorem (ANT) a napét'oveé
zavislym kandlem (VDAC - Voltage Gated Anion Channel) (Brdiczka et al. 1994, 1998). Pienos
substrati spojeny kreatinkinasou dovnitt a ven z mitochondrii je zalozen na kolokalizaci, pfimé

interakci a na difusni bariéte (Vendelin et al. 2004, Saks et al. 2005) nésledujicim zptisobem:

mCK se pevné vaZze na kysely kardiolipin, specificky pro vnitfni mitochondrilni
membranu, pomoci pozitivné nabitych aminokyselinovych zbytk (lysinu a argininu) na C-
termindlnim konci své molekuly. Zarovenn i ANT je ukotven na kardiolipin coz vede ke
kolokalizaci a prednostnimu metabolickému toku mezi obéma proteiny v kristach a v
intermembranovém prostoru (Schlatner et al. 2004). Omezena propustnost VDAC-kandlu

pfispiva k mCK ,,channellingu® (viz kap.3) a oddéluje ATP ,,pool* (Andrienko et al. 2003).

mtCK v tomto prostoru dale interaguje s fosfolipidy vné€j$i membrany a VDAC (Schlatner
et al. 2001), timto je virtudlné spojena vnéjsi a vnitini membrana a pfispiva k mitochondridlnim
kontaktnim mistim. Stabilita oktameru a vazby ,,CK na membranu je vyznamna pro funkci
enzymu a je povazovana za jeden z dulezitych regulacnich mechanismi (Schlatner a Wallimann
2000). Oktamery a dimery CK jsou v zavislosti na experimentalnich ¢i fyziologickych
podminkach vzajemné konvertibilni (Wyss et al. 1992). V poslednich letech se mnozi dikazy o
regulacnim vyznamu disociace a reasociace oktamert pro CK aktivitu in vivo (Schlattner a

Wallimann 2000).
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1.3 Kompartmentalizace substratii PCr/CK systému

Kompartmenty obecné omezuji ¢i usnadiuji ptistup metabolitii k enzymu. Okoli enzymu,
muze byt timto zptisobem optimalizovano v oblasti hodnot pH, koncentrace iontli, kofaktorti a
substrati, 1 lokalizace prekurzori enzymu. Kompartmentalizace tedy poskytuje lokalni
variabilitu téchto faktort, které reguluji aktivitu enzymu (Bessman a Carpenter 1985). Vzhledem
k tomu, Ze existuji dobfe definované oblasti vyskytu vramci jedné isoformy CK, da se

predpokladat ur€itd mira kompartmentalizace 1 jejich substrati.

O mozné kompartmentalizaci nukleotidi na myofibrilach uvazoval jiz v 60. letech
minulého stoleti Perry (1954) a spatfoval v ném velkou vyhodu pro presné nastaveni jejich
koncentraci nezbytnych pro kontrakci. McClellan et al. (1983) popsali dva dulezité momenty na
permeabilizovanych bunkéach. 1) adeninové nukleotidy jsou vazané na kontraktilnim systému, i1)
tyto nukleotidy mohou byt refosforylovany v bezprostiedni blizkosti kontraktilniho aparatu
pomoci ptenosu fosfatu z PCr. Na druhé strané nepfitomnost nukleotidii maximalné zvysSuje
afinitu myosinu k aktinu, bez zavislosti na koncentraci Ca*" iontil a zptisobuje tak kie¢ (rigor

tension) (Bremel a Weber 1972)

1.3.1 Adeninové nukleotidy

Koncentrace ATP v klidovém kosternim svalu dosahuje hodnot 3-5 mM, zatimco
koncentrace ADP neni méfitelna enzymatickymi stanovenimi ani pouzitim NMR. Proto je
obvykle vyvozovana z rovnovazné reakce CK a AK, dosahuje hodnoty 0.6 - 50 uM (Levin et al.
1990, Stefl et al. 1994 — P¥iloha 2.1), coZ je zhruba dvacetina celkového obsahu ADP (Veech et
al. 1979). ADP je z 60-80% produkovano myosinovou ATPasou v pribéhu kontrakce a vétSina
volného ADP je asociovana s myosinem (Hebisch et al. 1986), aktinem a s mitochondriemi
(Veech et al. 1979). Okamzité vykyvy ADP jsou pufrovany diky funkénimu spojeni ATPasy
s CK reakci. Toto spojeni téz predchazi disipaci energie zpuisobené ATP transportem a jeho
miSenim s rozlehlym okolim (Wallimann et al. 1992, Wyss a Kaddurah-Daouk 2000, Dzeja a
Terzic 2003). To nasvédCuje omezovani difuse téchto nukleotidi v builkach, které je kromé
myofibrildrniho kompartmentu ¢aste¢né popsano v subsarkolemalnich oblastech (Abraham et al.

2002, Karpen a Rich, 2004, Vendelin et al. 2004). Toto omezeni difuse zde umoznuje PCr/CK
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systém diky interakci CK se sarkolemou. Byl pfimo prokazan uzky funkéni kontakt mezi
mitochondriemi a iontovymi kanaly sarkolemy skrze CK systém (Sasaki et al. 2001, Abraham et

al. 2002).

1.3.2 Kreatin a fosfokreatin

Kreatin (Cr) je syntetizovan v jatrech, ledvinach a pankreatu a sekundarné se vyskytuje
ve vysokych koncentracich spole¢né s fosforylovanou formou (PCr) v kosternim svalu, srdci a
spermatozoich. Nasledné¢ byl detekovan v nizSich hladindich v mozku, hnédém tuku,
endotelidlnich buiikach a makrofazich. Koncentrace celkového kreatinu (PCr + Cr) pozitivné
koreluje s aktivitou CK ve zminénych tkanich s vyjimkou mista jeho syntézy, kde je jeho hladina
velmi nizkd (Wyss a Kaddurah-Daouk 2000).

Koncentrace PCr v klidovém kosternim svalu se pohybuje vrozmezi 12-35 mM,
v zavislosti na typu svalu a u Cr je 5-10 mM (Ackerman et al.1980, Chance et al. 1986, Stefl et
al. 1994 - Priloha 2.1). Degradace Cr i PCr u obratlovci je spontanni neenzymaticky proces
zavisly na pH a teploté, kdy snizeni pH a zvySeni teploty urychluje jeho rozpad na kreatinin
(Morrison a Ennor 1960). Proto je hladina kreatinu v kosterniho svalu stale dopliiovana ze zasob
v plazmé& pomoci kreatinového transportéru (CRT), kterym prochazi kreatin symportem s Na™ a
Cl' ionty. CRT je pomérné pomaly a striktné specificky pro kreatin, tedy netransportuje PCr. Tim
je zaru¢eno kumulovani fosforylované formy v buiice 1 pfi naruSeni rovnovahy a zdroven
zachovani koncentra¢niho gradientu Cr na plazmatické membrané (Walzel et al. 2002).

Autori, ktefi zastavali pfedstavu rovnovazné CK reakce, predpokladali jeden spole¢ny
zasobni ,,pool* PCr a Cr ve svalové buiice. Aviak studie s pouzitim (**C) Cr podpotily ptedstavu
oddélenych ,,zasob* v builkkdch srdce a rychlého svalu (Savabi 1988). X-ray-mikronalyzy
odhalily vysoce kompartmentalizované fosforylované komponenty (zvlast¢ ATP a PCr) v oblasti

I-pruhu a H-zony (LeFugrey et al. 1992), které koresponduji s distribuci CK na myofibrile.
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2. Vyznam zmény Gibbsovy volné energie (AG)

Zakladnim znakem svalu, jako chemomechanického systému je, ze Gibbsova energie
chemickych reakci je spojena s mechanickym vykonem aktomyosinovych motor. Vstupni
chemicka energie odpovidd vystupni mechanické sile. Interakce aktomyosinu generuji silu a
provadi praci, iontové pumpy provadi elektrickou a osmotickou praci a to vSe je zavislé na
energii dostupné z ATP, kterd tak spojuje exergonické procesy Stépeni ATP s endergonickymi

procesy bunééné prace (Kushmerick 1994).

Svalové buniky patii mezi jedine¢né svoji schopnosti udrzet energetickou rovnovahu, tedy
konstantni hladinu ATP, i pfi o fad zvySené ATPasové aktivite béhem kontrakce (proti klidové).
Maximélni rychlost §tépeni ATP myosinovou ATPasou je 1,4 mM s (Kushmerick a Davies
1969). Ve vétsin€ svalll je kapacita regenerace ATP pomoci PCr/CK systému velmi vysoka a
jednoznaéné presahuje rychlost utilizace ATP stejné jako jeho dopliiovani ox fosforylaci nebo
glykolyzou (McGilvery a Murray 1974). Napt. maximalni rychlost syntézy ATP skrze CK reakci
je v krysim srdci 30 mM.s" a je fadové vyssi neZ rychlost syntézy ATP oxidativni fosforylaci

(2.5 mM.s™) nebo de novo (0.39 mM.s™") ( Bittl a Ingwall 1985, Ingwall et al. 1990).

I kdyz je CK aktivita ve sméru syntézy ATP dostatecné vysoka, aby pokryla pozadavky
myosinové ATPasy, provedené simulace indikuji kratkodobé vychyleni zrovnovahy pfi
kontrakci. Pomér CK aktivity ve sméru syntézy ATP a hodnoty aktivity v opacném sméru
reakce, béhem kontrakce, je 1.03. To pfedstavuje posun koncentraci jen o nékolik procent.
Zména Gibbsovy volné energie o 1.8 kJ mol, predstavuje zménu poméru koncentraci substrati
na dvojnasobek. Z toho vyplyva Ze posun od rovnovahy ma nepatrné energetické dusledky

(Kushmerick 1998).

Skutecnost, ze pii velice proménném obratu ATP ve svalové bunce zistava CK reakce
blizko rovnovahy, znamena, Ze AG je velice mald. AG musi mit stejny vyznam pro fizeni CK
reakce in vivo v bunice jako ve zkumavce in vitro. Na rozdil od zkumavky, kde je v podstaté
postacujici podminkou, je v buiice samovolny vliv zmény koncentrace substratti (ménici pomér
reaktanti a produkti) maly, aktivita je zde pod vlivem lokalnich zmén pH, iontového slozeni,

konformacnich zmén a ostatnich regula¢nich mechanismt plsobicich v buiice. Jde o obecné
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platny poznatek dulezity pro fizeni enzymatické reakce. Tedy, ze samotnd nabidka reaktantt

v burice neni postacujici ke stimulaci enzymatické reakce.

Predpokladem pro stimulaci toku (flux) CK reakce v kterémkoliv z obou smért, je velice
malé AG, a pouze ,mirné”“ vychyleni zrovnovahy. Kolik znamena ,mirné*“ vychyleni
v kosternim svalu, je otdzka. Toky métené jako PCr pokles a recovery jsou v ¢ase exponencialni
(Meyer 1988). Oba Casové prubéhy vsak nejsou presné zrcadlove stejné, rozpad a recovery PCr
maji odlisné Casové konstanty. Tato asymetrie je patrnd z Casovych prubéht a mulze byt

kvantifikovana ¢asovym pribé¢hem zmény koncentrace PCr (Kushmerick 1998).

Na urovni organového fizeni miize byt rovnovaha vychylena zménou pritoku krve (média).
Zvysi-li se vizolovaném kosternim svalu pratok otevienym nutritivnim feciSt€ém (za soucasné
superfuse médiem s nizkym pO, a perfuse s vysokym pO,) stoupa spotieba kysliku a produkce

tepla umérné s pratokovou rychlosti.

Béhem metabolismu stimulovaného pritokem:
1. 31P NMR spektroskopie prokazaly soucasny vzrist koncentraci ATP a PCr (jev oznaceny
v termodynamice jako propagace chemického potencidlu) namisto transformacnich zmén obou

substratt blizko rovnovahy v klidu a pfi kontrakci (Mejsnar et al. 1992).

2. Energeticky stav svalu (vyjadieny jako ,.kreatinovy naboj*, coZ je pomér koncentraci PCr a
totalniho kreatinu : Cr charge = [PCr]/([PCr] + [Cr]) a AG hydrolysy ATP : AG = AGy + RT In
[ATP]/([ADP] + [Pi]) a steady ATP turnover stoupaji pfi nezménéném poméru ATP/ADP (Stefl
et al. 1994 - Priloha 2.1, Janovska et al. 1999).

3. Produkce laktitu se neméni, nicméné¢ pomeér anaerobni syntézy k aerobni syntéze ATP

stoupé s perfusni rychlosti z poméru 69:31% na 34:66% (Stefl et al. 1999).
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3. Ptfednostni metabolicky tok neboli ,,substrate channelling*

Plvodni fyziologické experimenty zkoumajici vliv zatéZzovych situaci na koncentraci
makroergnich fosfatd u ischemického srdce (Gudbjarnason et al. 1970) i inavy kosterniho svalu
ukazali, ze hladina ATP klesa minimalné, ale deplece PCr piimo koreluje se zastavenim srdce ¢i
projevem Unavy u kosterniho svalu. U Zabiho srdce nasledna reperfuse s kreatinem vedla
k obnoveni kontraktility (Vassort a Ventura-Clapier 1977). Tato data ukazuji na zavislost
kontraktilni funkce na PCr/CK systému a zaroven na limitovany piistup ATP k ATPasam ve
svalu; a zaroven vypovidaji o existenci piednostniho metabolického toku od myofibrilarni CK
k myosinové ATPase, i kdyz v tu dobu nebyl takto popsan. Pozdéji byl podobny fenomén
pozorovan i u jinych enzymatickych systému a byl nazvan ,,metabolic channelling® ¢i ,,substrate
channelling“(SCH). Byl definovén jako pfimy pfenos reakéniho produktu mezi aktivnimi misty
dvou enzymu katalyzujicich nasledné reakce jedné metabolické drahy, kdy nedochazi k uvolnéni
reakcniho produktu do okolniho roztoku (Srere 1987, Ovadi 1991, Anderson 1999). Obecné tedy
sniZzuje tranzitni ¢asy substratl, ztraty neusmérnénou difusi a Unik substratli do kompetitivnich

metabolickych drah (Spivey a Ovadi 1999).

Dalsi kinetickd uvaha pochdzi z experimenti provedenych na ATPasové aktivité. Na
isolovanych srde¢nich myofibriladch, kde je CK pfirozené vazana, byla naméfena rovnovazna
konstanta pro ATP 80 uM v nepfitomnosti PCr a po jeho pfidani klesla na hodnotu 14 uM.
Pritomnost samotné exogenni CK nezptlisobila tak velky posun rovnovazné konstanty, coz
ukazuje na mimotadny vyznam lokalizace CK v myofibrilarni struktuie pro maximalni G¢innost
myosinové ATPasy (Krause a Jacobus 1992). Soucasné se zdaji byt kinetické vlastnosti samotné
myosinové ATPasy velmi ovlivnény myofibrilarni strukturou na rozdil od myofibrilarni CK
(Dowell a Fu 1992).

Z uvedenych dat vyplyva uzka souvislost pfimého toku metabolitli s intracelularnimi
strukturami, kde se enzymy piirozené nachazeji bud’ jako jejich pfimé soucast (myosinova

ATPasa) nebo v asociované formé (CK).

Jak tedy vysvétlit funkéni spojeni dvou enzymi? Pro myofibrilarni kompartment mtize
byt pifimé interakce mezi myosinovou ATPasou a CK vyloucena ze dvou divodi: prvnim je
stechiometricky pomér 1:10 mezi CK a ATPasou a detailni morfologicka data uvadéji, ze oblast

myosinovych hlav je prosta CK aktivity (Wegmann et al. 1992). Zavislost ,substrate
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channellingu na prostorovém uspotfddani enzymi byla popsana pro CK a hexokinasu (HK),
které¢ byly ko-imobilizované na sefarozovém podkladu. Kdyz tyto dva enzymy byly oddéleny

vzdélenosti mensi nez 10 nm vytvarely funkéni kompartment, kde méla HK preferen¢ni piistup

k ATP formovanému CK reakci (Fossel a Hoefeler 1987). Avsak vzdéalenost myosinové hlavy je

veétsi nez 10 nm. Pro CK molekuly a myosinové ATPasy bylo modelovano funkéni spojeni ko-
imobilizaci na umélé membrané. Arrio-Dupot (1988, 1992) popsal ,,channelling“ ADP od
ATPasy k CK. Soucasné uvadi, Zze pfimy pfenos ATP mezi myofibrilarni CK a myosinovou
ATPasou predpoklada pritomnost nemisitelné vrstvy v myofibrilarni cytoarchitektuie, zalozené
na elektrostatickych interakcich (Arrio-Dupot 1988, 1992). Nemisitelnd vrstva reprezentuje
mikrokompartment, ve kterém je lokdlni koncentrace intermediarnich substrati a produkt
odlisnd od vétSiny okolniho roztoku. Tim jsou vytvofeny vyhodnéjsi reakéni podminky pro

druhy enzym, i kdyz nejsou tyto dva enzymy v tésné blizkosti.

Mechanismem uvedeného pifimého ptfenosu je elektrostaticky pienos reakéniho

intermediatu (,,electrostatic channelling®). Tento princip se uplatiuje u molekul, jejichz
uspofadani neumoznuje vnik intramolekularniho tunelu a byl popsan RTG difrakéni analyzou
krystalu bifunkéniho enzymového homodimeru z Leishmania major. Negativné nabity
dihydrofolat se pohybuje podél kladné nabitého povrchu enzymu mezi aktivnimi misty
dihydrofolatreduktasy a thymidylatsynthasy, vzdalenymi 40 A (Knighton et al. 1994, Stroud
1994). Hypotézu elektrostatického transportu reakéniho intermedidtu podporuje piitomnost
konzervativnich kladné¢ nabitych aminokyselinovych zbytki na povrchu monofunkéni
dihydrofolatreduktasy a thymidylatsynthasy (Stroud 1994, Elcock et al. 1996). Predpoklada se,
ze na podobném principu funguje pifimy pienos reakéniho produktu mezi aldolasou a

glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasou (Ouporov et al. 2001).

Jako dal$i mechanismus je popsana existence hydrofobniho intramolekularniho tunelu v

molekule tryptofansynthasy (Hyde et al. 1988). Tryptofansynthasa je modelovym ptikladem
pfimého pienosu reakcnich produktii v rdmci jedné molekuly enzymu, tvofeného néckolika
podjednotkami, ktery spojuje aktivni mista enzymti. Intramolekuldrni tunel je za klidového stavu
pfistupny pro okolni vodni fazi, ale po navazani substratu se vlivem konformacnich zmén
uzavira. Pfenos tunelem je velmi rychly, samotna reakce je rovnéz velmi rychla a reverzibilni.
Vazba substratu do jednoho mista zvysuje aktivitu druhého aktivniho mista (Dunn et al. 1990,

Lane a Kirschner 1991, Anderson et al. 1991). Do této kategorie ptimého pfenosu reakénich

18



produktl patii rovnéz zminény mitochondriadlni komplex ANT/mtCK/VDAC (Brdiczka et al.
1994, Wyss et al. 1992).

3.1 Fyziologicky vyznam ,,substrate channelling*

Hlavnim vyznamem piimého pfenosu reakcénich produktt v ramci PCr/CK systému je
funkéni spojeni mist produkce a spotfeby energie a jejich integrace v jednom regulacnim
systému. Fyziologické dusledky tohoto funkéniho spojeni jsou podrobnéji vysvétleny v kap. 1.

Fyziologicky vyznam PCr/CK systému.

0 Fyziologicky vyznam fenoménu "substrate channelling"
%foo' pro fizeni energetického metabolismu ve svalovych
?‘;}150- buiikdch dokladaji prace dokumentujici dynamiku jeho
%Eﬂm- rozsahu v zdvislosti na ménicich se podminkach pfi
P kontrakci (Kaasik et al. 2001, Gregor et al. 2002). Formou

0 T -

55 60 65 7.0 75 80 85
pH

Obr.2 Zavislost substrate channellingu

na pH je popsana kvadratickou funkeci

(pind  linie), = kierd md —maximum (Gregor et al. 1999 — PFiloha 2.2). Ukazuje se, Ze buika

v hodnot¢ pH 6,95.. PreruSované line

zobrazuji interval ve kterem lezi 95%  dokdze zménit podil pfimo pfendSenych substratl tak, aby

hodnot. (Gregor et al. 2003)

pfimého pfenosu je transportovano kolem 50 % ATP mezi

MM-CK a myosinovou ATPasou v kosternim svalu

optimalizovala distribuci energie do mist s nejvétsimi
energetickymi naroky. Podil "substrate channelling" je nejvyssi v piipadé poklesu pH (obr. 2),
ktery je charakteristicky pro déle trvajici svalovou kontrakci (Gregor et al. 2002 — Priloha 2.3).
Snizeni pH vede k poklesu AG hydrolyzy ATP a jeho pfednostni transport nadale energeticky
zajistuje hlavni funkci svalové buniky. V této souvislosti je nutné rovnéz zminit roli druhého
vyznamného regulaniho systému energetického metabolismu - AMP aktivované proteinkinasy.
Tento enzym je metabolickym sensorem, ktery udrzuje v rovnovaze anabolické a katabolické
pochody v bunice (Winder 2001). V okamziku zvySenych energetickych narokt aktivuje drahy
energii produkujici a inhibuje drahy energii spotiebovavajici. Jednim z enzymii, které jsou AMP
aktivovanou proteinkinasou inhibovany, je kreatinkinasa (Ponticos et al. 1998). Vyznam této
inhibice napt. pfi déle trvajici svalové kontrakci neni Uplné jasny. Kaasik se spolupracovniky
popsal vzajemnou zastupitelnost PCr/CK systému a pfimého ptenosu ATP z mitochondrii k

myosinové ATPase ("interorganellar substrate channelling"). Inhibice PCr/CK systému vyvola
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zvyseni piimého toku ATP z oxidativni fosforylace do mist jeho spotfeby. Znamenalo by to, ze
za téchto podminek voli bunika efektivnéjsi zplisob transportu energie. Zaroven vSak neni mozné
vyloucit, Ze in vitro dochazi pouze ke zvySeni podilu ptimého ptenosu ATP mezi isoenzymy CK

a asociovanymi molekulami (Kaasik et al. 2001).
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4. PCr/CK systém v M-linii sarkomery

4.1 Sarkomera jako nejmensi funkéni jednotka

Kontrakce a relaxace kosterniho svalu je realizovana posuvem kontraktilnich filament
v jednotlivych sarkomerach. Sarkomera ve fyziologické délce (cca 2.2 um) vykazuje
v elektronovém mikroskopu (obr.3 ) tfi zékladni Siroké pruhy, jeden A (anizotropni) a dvé

poloviny I (izotropniho) pruhu. A-pruh je tvofen pievazné

silnymi filamenty myosinu a v jeho stfedni c¢éasti bez

myosinovych  hlav v H-pruhu, tvofeného lehkym

meromyosinem (LMM), miizeme pozorovat nékolik tmavych

linii. Pocet téchto M-linii se lisi podle typu svalu a u
nékterych sval neni patrny (Sjostrom a Squire 1977,
Andrade et al. 2003). I-pruh obsahuje pfevazné tenka

filamenta aktinu (v¢etné regula¢nich proteini) a je rozdélen

na dv¢ poloviny tmavou tenkou Z-linii. Zatimco silna

Obr. 3 Sarkomera. a) schema
zakladniho proteinového slozeni
silu pii svalové kontrakci, jiné strukturdlni proteiny piispivaji ~ myosinova  filamenta  (modfe),
aktinova filamenta (Zlutg), titin
k jejich nejvhodngj$§imu prostorovému usporadani a tim  (zelend), spojeni se sarkolemou
e . . . (rizove). b) zobrazeni sarkomery
zajiStuji maximalni uCinnost jejich funkce, a souCasné se 3 ) detailu M-linie pomoci
elektronové mikroskopie (TEM).

(myosin) a tenkd (aktin) filamenta maji za ukol generovat

ucastni signaliza¢nich procest.

Tyto strukturalni proteiny jsou pfevazné organizovany v okrajovych pti¢nych strukturach
sarkomery v Z-liniich, kde upeviiuji tenka filamenta a vymezuji délku sarkomery; a ve stiedu
sarkomery v M-linii, kde zajiStuji organizaci myosinovych filament. Vyznamnou ulohu ve
vyvoji a organizaci myofibril maji tfi cytoskeletalni proteiny, které jsou pfibuzné superrodiné
imunoglobulinu (Bantle et al. 1996): obscurin (800 kD), nebulin (800 kD) a samotny titin (2-3
MD). Maji podobnou strukturu — tvofi je dvé zakladni oblasti: adhesivni modul a signalni
domény (Obermannn et al. 1997, 1998, Russell et al. 2002,). Na C-terminalnim konci obsahuji
nasobny fosforylacni motiv pro ERK kinasy.

Vyznam a lokalizace téchto proteini se liSi. Obscurin ptiléha tésné€ v oblasti M- a Z-linie

sarkomery, kde plni organizacni i signaliza¢ni funkci (Kontrogianni-Konstantonopolus et al.

2003, 2004). Nebulin reguluje délku aktinovych filament (Horowits 2006) spolecné
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s tropomodulinem, ktery zakonc¢uje tenka filamenta ve stfedni ¢asti sarkomery (Fischer a Fowler
2003). Nejvétsim proteinem je titin, jehoz dlouhd molekula (1 pum) spojuje M- a Z-linii a tim
stabilizuje myosinova filamenta ve stfedni Casti sarkomery, kde se jeho dvé molekuly spojuji
prekrytim svych C-termindlnich konci (Gregorio et al. 1999, Granzier a Labeit 2002,
Tskhoverbova a Trincik 2003). Titin zajiStuje klidové napéti svalu a signalizacni funkce a
v tomto ohledu jsou vyznamé fosforylaéni mista na N- a C- konci obrovské molekuly, ktera

spadaji do oblasti Z- a M-linie (Gautel et al. 1993).

Z uvedenych praci vyplyva, Ze praveé pies tyto dvé pticné linie M a Z prochazi signaly
k bazalni lamin¢ a k ECM (Pardo et al. 1983, Danowski et al. 1992) a jsou tedy vyznamnymi

regula¢nimi oblastmi sarkomery v obdobi vyvoje a ve zralém svalu.

4.2.1 Vyznam M-linie sarkomery

Lokalizace M-linie ve stfedu A-pruhu urcuje jeji vyznam v organizaci myosinovych filament
a zaroven dilezitou Ulohu pfi myofibrilogenesi, kdy jsou silnd filamenta uspoiadavéana do

typické hexagonalni struktury (Knappeis et al. 1968).

Prvni autofi uvazovali ulohu M-linie v regulaci pficné pozice myofilament a rostouci
tloustky myofibril v prabéhu kontrakce, kterd ovSem byla pozdé¢ji experimentalné vyloucena.
Bobtnani svalu pifi zkraceni tedy nesouvisi se zménou prostorového uspoidddni myosinu a

aktinu, ale s cytosolem (Millman 1998).

Druhou moznosti se nabizela ochrana podélného uspoiadani silnych filament pti kontrakei,
kdy dochazi k destabilizaci jejich pozice a dislokaci A-bandu (Patel a Lieber 1998, Agarkova et
dlouha molekula (cca 1um) spojuje M-linii se Z-linii sarkomery a zdroven vytvaii rizné funkéni
isoformy dle typu svalu (Kenny et al. 1999, Obermannn et al. 1997). Tento nazor diskutuji autoti
Agarkova et al. (2003) a jednoznacné¢ piisuzuji stabiliza¢ni funkci M-linii, kterd naopak

napomaha obrovskému titinu v aktivované sarkomefte.
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Vznika tak tfeti pfedstava o tom, Ze struktura M-linie

vyrovnavad moznou nerovnovahu sil pisobicich od stiedni

Casti sarkomery v opaéném sméru. ZajiStuje tedy

Zdse W-bard Zde

: . I3 4 4 I e gy
rovnomérné rozloZeni sil a symetrické zkraceni sarkomery
a tim zaroven brani jeji mozné deformaci (Agarkova et al. ~ Obr. 3 Mozna  deformace
sarkomery protismérnym ptisobenim
2003) (obr. 3). sil pti kontrakci, v piipadé nestabilni

M-linie. (Agarkova et al. 2003)
Asociace enzymu energetického metabolismu v M-linii

a existence prednostniho energetického toku smérem k myosinové ATPase (viz kap. 3) svéd¢i o
jejim vyznamu v energetice kontrakce. Pritomnost vazané kreatinkinasy byla poprvé
dokumentovana jiz pted vice nez 30 lety (Turner et al. 1973, Stolz a Wallimann 1998), ale
asociace enolasy, fosfofruktokinasy a adenylatkinasy byla potvrzena relativné nedavno (Keller et

al. 2000, Lange et al. 2002).

Signaliza¢ni vyznam M-linie je mozné odvodit z recentnich praci, které ptindseji nové nalezy
proteinil asociovanych v M-linii. Z rodiny LIM proteint byl identifikovan DRAL/FHL-2 1 zde
kromé I-pruhu. (LIM proteiny obsahuji LIM doménu, ktera obsahuje zhruba 30
aminkyselinovych zbytkii se dvéma Cys a His zbytky vazajicimi Zn"" atom ve svém stfedu, tzv.
»zinc finger motif. LIM proteiny se uplatiiuji v bunécnych strukturach prevazné jako ,leSeni‘
(Bach 2000)) Lange et al. (2002) piepokladaji spojeni DRAL/FHL-2 sCK a s ostatnimi
metabolickymi enzymy vyskytujicimi se v této oblasti. Na zdklad¢ prokazané interakce
DRAL/FHL-2 proteinu s jadernymi faktory (jako promyelocytic leukemia zinc finger protein) a
androgennimi receptory, je mu pfisuzovana uloha v jaderné signalizaci (Muller et al. 2000,

McLoughlin et al. 2002).

Dalsi identifikované proteiny jsou z rodiny ,,RING finger,, MURF1 a MURF 2, které mohou
zprostfedkovavat signalizaci pies drahu glukokortikoidu (MURF1) a nebo bunééného stresu
(MURF2) (McElhinny et al. 2002, Pizon et al. 2002). Soucasné byl prokdzan jejich vyznam
v myogenesi a stabilizaci mikrotubuli spolecné¢ s MURF3 (Gregorio et al. 2005). VSechny
zminéné formy MUREF asociuji s titinem v oblasti M-linie. MURF1 a MURF2 jsou spojovany téz
s ubikvitinilaci proteinti (Witt et al. 2005) a oxidovana forma MM-CK byla prokazana jako
specificky substrat pro MURF1 (Zhao et al. 2007). Autofi zde poukazuji na mozny mechanismus
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degradace cytosolické CK, vazbou na MURF1 a naslednou ubikvitinilaci, zajist'ujici jeji obrat v

buice, ktery je spojeny s oblasti M-linie sarkomery.

V soucasnosti stale neni jasné zda je M-linie integrovana s lateralni membranou
srovnatelnym zplisobem jako Z-linie, avSak existence takového spojeni je zadouci uz jen
zuvedeného pohledu stability sarkomery. Transverzalni spojeni M-linie s membrénou bylo
vizualizovano, ale jeho molekuldrni slozeni jeSté neni zdaleka kompletni (Pierobon-Bormioli
1981, Wang a Ramirez-Mitchell 1983). Skelemin jako souc¢ast M-linie, byl piivodné povazovan
za spojku hranice M-linie a intermedialnich filament (Price a Gomer 1993). AvSak skelemin je
ve skute¢nosti varianta sestfihu myomesinu (Steiner et al. 1999) a proto byl piejmenovan na EH-
myomesin (Agarkova et al. 2000). Pomérné nedavno bylo zjisténo, Ze spojeni s membranou by
mohl zastdvat spektrin spole¢né s asociovanymi proteiny (Williams a Bloch 1999, Flick a
Konieczny 2000). Tomu napovida skutecnost, ze ankyrin, ktery interaguje s erytrocitdrnim
spektrinem, byl téZ nalezen na membran¢ na urovni M-linie spole¢né s obscurinem (Bagnato et
al. 2003). Soucasn¢ byla prokdzédna piiméd interakce obscurinu s malym ankirinem 1
(Kontrogianni-Konstantopoulos et al. 2003); tento multifunkéni adaptorovy protein zde

zprostifedkovava pfimou interakci mezi proteiny sarkomery a sarkoplasmatického retikula.

Z uvedenych informaci vyplyva, Ze oblast M-linie je dobrym kandidatem na sensor
mechanické zatéze sarkomery béhem kontrakce, ktery je spojeny se signalizaénimi systémem
smérem ven pies membranu k ECM i1 smérem do nitra svalové bunky do jadra ¢i k jinym

organelam.

4.2.2 Interakce strukturalnich proteinu v M-linii

Na rozdil od I-pruhu, ktery je pomérné dobfe prostudovan, je v oblasti A-pruhu a M-linie dosud
identifikovano pouze né€kolik zakladnich proteind a objevuji se prvni signalni molekuly, které

byly uvedeny v predeslé kapitole v kontextu jejich funkce .

M-protein (165 kD) byl charakterizovan pomérné brzy (Masaki a Takaiti 1974, Trinick a
Lowey 1977) a lokalizovan pomoci polyklonalnich protilatek (Strehler et al. 1983). Myomesin

24



(185 kD) byl objeven jako kontaminace pii purifikaci M-proteinu (Grove et al. 1984) a trvalo
dalSich 10 let nez byl charakterizovan na molekularni arovni Obermannem (1995). Soucasné u jiz
znamého titinu (dfive connectin) byla prokazdna vazebnd schopnost sobéma proteiny —
myomesinem i M-proteinem (Nave et al. 1989, Vinkemeier et al. 1993) v oblasti M-linie, kdy
interakce myomesinu s titinem je zavisla na ptitomnosti fosfatu (Obermann et al. 1997). Struktura
titinu byla souhrnné¢ popsdna Labeitem a Kolmererem (1995) a do oblasti M-linie zasahuje jeho
¢ast C-terminalniho konce (250 kD), kterd v blizkosti M1-linie obsahuje doménu titinkinasy

(Obermann et al. 1997).

V centralni M1-linii je pozorovan téZ myomesin, u kterého dochazi k antiparalelni dimerizaci

jeho  dvou protilehlych  molekul

prochazejicich az k oblasti M4 a M4’

parallel myomesin
imerization

Anti
dime

mustkim (obr 4). V tomto misté dochazi

e

k jeho interakci s myosinem (Lange et
al. 2005). Tento model ukazuje, zZe

stejné¢ jako o-aktinin spojuje tenka

filamenta v Z-linii (Young et al. 2001)

Obr. 4 Dimerizace myomesinu v M-linii v oblasti
M1 az M4 (M4") mustkt. Podélny (vlevo) a pticny
pohled (vpravo). Myosinovd filamenta jsou
spojuji silna filamenta v M-linii. zobrazena (modfe), myomesin (Cerven¢) a titin
(zelen®). (Lange et al. 2005)

do tvaru sité, tak myomesinové dimery

Myosin vazajici proteiny (MyBP) vyskytujici se v M-linii €i jeji piimé blizkosti, byly pomoci
cDNA zafazeny do nové rodiny proteinti (pro piehled Furst a Gautel 1995) , kterd je
charakteristickd dvéma doménami imunoglobulinu ,,Ig-like* a doménu typu fibronektinu III
»(Fn)-like domain®“. Patfi sem: titin (Labeit a Kolmerer 1995), myomesin a M-protein
(Vinkemeier et al. 1993), myosin vazajici C-protein (MyBP-C) a H-protein (Vaughan et al. 1992,
Bennet et al. 1986). MyBP-C byl lokalizovan v A-pruhu po obou strandch M-linie u psoasu
krélika (Craig a Offer 1976) a je znama jeho fosforylace prostfednictvim cAMP-dependentni

proteinkinasy v kosternim svalu a pfi -adrenergni stimulaci v srdci (Lim a Walsch 1986).

Myofibrilarni CK byla popséana jako strukturalni souc¢ast M4 M4" mustkti M-linie sarkomery
(Strehler et al.1983), ktera je dtlezita pro sestaveni a stabilitu myosinovych filament v sarkomete

(Luther et al. 1980, Thornell et al. 1987).
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4.2.3 Interakce CK v M-linii sarkomery

Znalost primarni struktury proteinti M-linie a technicky rozvoj umoznily vyrobu specifickych
protilatek proti jednotlivym epitopim a zaroven testovani specifickych interakci metodami

[3

»durface plasmon resonance” (SPRC) a ,, Two-yeast hybridization “. Tento rozvoj umoznil
detailni studium interakce CK v M-linii, ale nckteré funkéni otdzky zlstavaji stale

nezodpovézeny, napft. zda tato interakce souvisi s aktivitou enzymu a pokud ano, tak jak.

Kreatinkinasa, jak bylo feceno, je strukturalni souc¢ast M4 M4’
mustkit M-linie sarkomery a lze ji vyjmout pomoci specifickych
monovalentnich protilatek (Wallimann et al. 1977) a nésledné ji

znovu navazat v piipadé neporusené struktury silnych filament

(Bahler et al. 1985). Je mozné ji extrahovat pomoci nizkoiontového

(bezvapnikového) media a nasledn€¢ znovu navazat do struktury  Obr. 5 Izolované myofibrily

) . . ] s vytésnénou endogenni CK
(Ventura-Clapier et al. 1987) nebo vytésnit z permeabilizovanych  y M-linii pomoci exogenni CK
(modra) fluorescencné znacené
konjugaci (IAF) iodacetamid-
fluoresceinem (zelen€). (CK-
IAF) (nepublikovany obrazek)

vldken ¢i1 izolovanych myofibril pouzitim vyS$i koncentrace
exogenni kreatinkinasy (Obr. 5 ) (Kraft et al. 1998, Zurmanova et
al. 2007 — Priloha 2. 4).

Vysada vazby v M-linii pfislusi pouze MM-cytosolické CK isoformé a je realizovana N-
koncovou ¢asti kazdého monomeru této molekuly (Stolz a Wallimann 1988). Porovnanim
primarnich struktur identifikovali Hornemann et al. (2000) dva pary lysinovych zbytkd, které
jsou vysoce konzervativni v M-CK isoformé a nejsou
pfitomny ve struktufe B-CK. Pomoci chimér M-a B-CK
potvrdily, Ze oba pary se Gcastni interakce, pticemz prvni
par na velké doméne¢ CK (K104/115) vytvaii silné
vazebné misto a druhy par (K8/K24) se vaze slabé

(obr.6). O tfi roky pozdéji, ve stejné laboratofi, autoii

navrhli tfi kandidaty na pfimé vazebné partnery M-CK
Obr. 6 Monomer M-CK s vyznacenymi
pary Lys zbytkt (K104/115) a (K8/K24)

vybrané fragmenty. Byla prokdzana interakce M-CK  (bild) a s florescencné (IAF) znacenymi 4
Cys zbytky (zelenda). (Autor obr. D.

s myomesinem a M-proteinem a interakce CK s titinem  Malacova)

v M-linii: M-protein, myomesin a titin a testovali jejich
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potvrzena nebyla. Zaroven byla zaznamenana pH zévislost této protein-proteinové interakce

(Hornemann et al. 2003).

Studium interakce fluorescen¢né znacené CK (obr. 6) s izolovanymi myofibrilami potvrdilo pH

zavislost této vazby na vyssi strukturdlni urovni (PFiloha 2.4) ve shodé s vysledky ziskanymi na

urovni protein-proteinovych interakcich (Hornemann et al
pfitomnost substratii kreatinkinasy pro silné navazani
enzymu do struktury myofibril a plnéni jeji znamé
strukturalni funkce. V nepfitomnosti substrati v oblasti
mirn¢ alkalického pH kreatinkinasa vykazuje dynamicky
stav asociace a disociace, kdy v pribéhu 1 min dojde k
vyméné veskeré CK vézané v M-linii (Zurmanova et al.
2007 - Priloha 2.4). Zesileni vazby v pfitomnosti substratii
muze byt indukovano konformacéni zménou CK molekuly
pii jejich navazani (Mejsnar et al. 2002). Soucasné¢ miize
dochézet k autofosforylaci kreatinkinasy (Stolz et al. 2002)
a nebo kfosforylaci jinych vazebnych partneri
kreatinkinasy v M-linii. V tvahu piipad4d 1 fosforylace
titinu, ktery vSak nebyl prokdzdn pfimym vazebnym
partnerem CK, ale mohl by ovlivnit vazbu pies interakci

s myomesinem (Obermann et al. 1997).

4.2.2 Variabilita M-linie dle typu svalu

. 2003). Soucasné byla zjisténa nutna

120

PERCENTAGE OF FLUORESCENCE
2

TIME [s]

Obr.7 Pokles intenzity fluorescence v M-
linii sarkomery, ktery odpovida vyméné
molekul CK-IAF v ¢ase, méfeny metodou
FLIP. (), () a () reprezentuji pokles int.
fluorescence CK-IAF molekul
s navazanymi substraty, ktery se neli$i od
kontroly (neuvedeno) (P< 0,05). (o)
reprezentuji pokles int. fluorescence CK
bez substratt, ktery se lisi od CK-IAF se
substraty (P<0,05).Uvedené hodnoty jsou
pruméry = S.E.M. (n=6)

Struktura a proteinové slozeni M-linie se prikazné méni v souladu s typem inervace

kosterniho svalu, tedy zda jsou vldkna inervovana pomalymi ¢i rychlymi motoneurony,

zatimco ostatni parametry jako trvani kontrakce, Sife Z-linie a mitochondridlni obsah je

variabilni mezi jednotlivymi svaly dolni koncetiny, bez pfimé zavislosti na typu inervace a

tedy na typu svalu (Thornell et al. 1987).
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Ve centru sarkomery mizeme pomoci EM pozorovat pét densnich linii M1, M4/M4’a
M6/M6°(Sjostrom a Squire 1977) v §ifi zhruba 75 nm. Vyskyt M-linii piimo koreluje s typem
svalu, jak bylo feeno, a méni se v priibéhu vyvoje. Obecné v nejrychlejSich svalech mizeme
pozorovat tfi linie, zatimco nejpomalej$i ma linie Ctyfi. Mezistupeil je tvofen péti liniemi
(Sjostrom a Squire 1977, Carlsson a Thornell 1987). Obraz M-linie v srdci odpovida srde¢ni
frekvenci u jednotlivych druhti (Pask et al. 1994). Zaroven se profil M-linie méni v pribéhu
vyvoje, napt. M1 stfedni linie zmizi béhem prvnich dvou tydnli vyvoje u pomalych svall

(Carlsson a Thornell 1987).

V superrychlém extraokularnim svalu M-linie neni pozorovatelna a byly zjiStény velké
metabolické odliSnosti od typickych kosternich svalli dolni koncetiny. SniZend exprese
proteinti M-linie ma za nasledek zvysSenou elasticitu a snizenou silu kontrakce (Andrade et al.
2003, Wiesen et al. 2007). To odpovida skutecnosti, ze M-linie je dynamické struktura
reagujici na zménu kontraktilnich parametrii. Agarkova et al. (2003) uvad¢ji, ze suma vsech
isoforem myomesinu (to je téZ M-protein) je proporciondlni mnozstvi tézkych fetézct
myosinu ve vSech typech svalu. Autofi dokumentuji vzajemné se ménici pomér M-proteinu a
myomesinu v zavislosti na typu svalu. Myomesin je univerzdlnim proteinem M-linie a
objevuje se brzy asociovan s myosinem ve vSech typech kosterniho i srde¢niho svalu, zatimco
M-protein byl detekovdn pouze v kosternim rychlém a srde¢nim svalu a objevuje se az
v pozdéjsich vyvojovych stadiich (Grove et al. 1985, Carlsson et al. 1990). M-protein miiZe
napomahat vétsi stabilizaci silnych filament u svali s rychlym rozvojem sily (Pask et al.
1994), naproti tomu myomesin dava filamentim vyssi stupen elasticity (Agarkova a Perriard

2005).
Mnozstvi CK u jednotlivych typl svalil se lisi, u rychlych glykolytickych vlaken je
obsah signifikantné vyssi nez u pomalych oxidativnich svalti (Ventura-Clapier et al. 1995).

V extraokularnim svalu je jeji celkova exprese silné snizena spole¢né se strukturalnimi

proteiny M-linie (Andrade et al. 2003).
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SOUHRN VYSLEDKU

Vysledky disertacni prace jsou obsazeny ve Ctyfech nasledujicich ¢lancich,

publikovanych nebo zaslanych k publikaci v ,,peer reviewed* odbornych casopisech.

(1) Levels of energy-related metabolites in intact and isolated perfused-superfused rat
skeletal muscles. (Stefl et al. 1994)

Prace zavedla metody méfeni metabolith PCr/CK systému a kvantifikovala
energeticky stav kosterniho svalu potkana: 1) izolovaného pomoci metody ,,freeze clamping*
1) po vaskularni izolaci iii) po regeneraci, soucasn¢ perfundovaného a superfundovného
médiem. Hladina makroergnich fosfatii v anoxii i po perfusi poklesla, av§ak kreatinovy naboj
[PCr]/([PCr]+[Cr])  dosahl stejné hodnoty u perfundovaného-superfundovaného svalu
vzhledem ke kontrole (,,freeze clamped®). Konstantni kreatinovy naboj indikuje zachovani
rovnovazného energetického stavu u isolovaného perfundovaného-superfundovného m.

gracilis.

(2). Creatine kinase reaction in skinned rat psoas muscle fibres and their myofibrils.
(Gregor et al. 1999).

Prace shrnuje experimentalni data meéfeni kreatinkinasové aktivity v rtizné
pfipravenych permeabilizovanych svalovych vldknech a izolovanych myofibrilach.
Stanovovani enzymatické aktivity v myofibrilarni frakci bylo zaméfeno na fenomén piimého
ptenosu ATP mezi myofibrilarni kreatinkinasou a myosinovou ATPasou, ke kvantitativnimu
posouzeni Uniku ATP jako produktu kreatinkinasové reakce. Vysledky ptedstavuji vychozi
bod pro dalsi studium PCr/CK systému a funkce kreatinkinasy na molekuldrni a biochemické

urovni v integrité svalového vldkna, respektive myofibrily.

(3). Substrate channelling in a creatine kinase system of rat skeletal muscle under
various pH. (Gregor et al. 2002)

Hodnoty kreatinkinasové aktivity v myofibrilarni frakci urcuji miru pfimého pienosu
ATP mezi CK vazanou v M-linii sarkomery a myosinovou ATPasou, publikované v prvnim
¢lanku (Gregor et al. 1999). Stanoveni zavislosti rozsahu "substrate channelling" ATP na pH
ukazuje na moznost regulace podilu pfimo pfenaSenych substrati in vivo tak, aby v buice

byla optimalizovana distribuce energie do mist s nejveétSimi energetickymi naroky.
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(4) Creatine kinase binds more firmly to the A-band of rabbit skeletal muscle myofibrils
in the presence of its substrates. (Zurmanova et al. 2007)

Ctvrta &ast projektu se soustfedila na interakci CK s izolovanymi myofibrilami. Byla
potvrzena vazba fluorescenéné znacené CK v A-pruhu (dle lit. udajii v M-linii) sarkomery.
Pouzitim konfokalni mikroskopie s metodou FLIP, doplnénou o stanoveni piitomnosti CK
aktivity na myofibrilach, byla zjisténa silnd pH zavislost, kterd je v interpretacni shodé
s vysledky pfim¢ho pienosu metabolitd mezi CK a myosinovu ATPasou (Gregor et al. 2002).
Soucasné bylo prokazano, ze pfitomnost CK substrati posiluje vazbu CK v M-linii
myofibrily. Tato silna vazba je nezbytna k plnéni strukturalni funkce CK v M-linii sarkomery
a velmi pravdépodobné i k realizaci prednostniho metabolického toku mezi CK a ATPasou,

tedy k fizeni CK reakce v tomto kompartmentu.
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Piiloha 1

Ptehled genové exprese isoforem CK

a porovnani primarnich struktur
(http://www.genecards.org)
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